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Rizobium（根粒菌），好気性細菌の Azotobacter 属，嫌気性細菌の Clostridium 属，



































































































加型の一槽式 Anammox プロセスにおける窒素除去性能を検討した． 
 
1.3 本論文の構成 
 本論文の構成を図 1-2 に示す．本論文は全 6 章から成り，第 1 章および第 2
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能となった．1804 年に世界人口は 10 億人を超えて，それから 20 億人を破るま
で 123 年間をかかって，その後わずかの 33 年間を過ごし，30 億人に突破し，
14 年後 1974 年に 40 億人を達成した．しかし，1987 年以降世界人口が爆発し，
12 年間当たり 10 億人に増大しており，2008 年前の 50 年間において世界人口が































の COD、窒素、およびリンが検測されている 12)． 
固体廃棄物の処理方法として行われている埋立地は嫌気性処理により COD
を除去している 13,14)．その結果，消化脱水液と同様に浸出水は高アンモニア性
窒素と低 COD の特徴がある 15)． 
また，製薬排水，屠舎排水，でんぷん生産排水等の様々な工業排水は高濃度


























Nitrosococcus，Nitrosospira など）と亜硝酸酸化細菌（NOB：Nitrite Oxidizing 
Bacteria，Nitrobacter，Nitrococcus，Nitrospira など）である．硝化反応は基本的
に以下の亜硝酸生成と硝酸生成の 2 段階で進行する． 
（第 1 段階）NH4
＋ ＋ 1.5O2 → NO2- ＋ 2H
＋＋ H2O + △G (-68.9 Kcal)  (式 2-1) 
（第 2 段階）NO2- ＋ 0.5O2 → NO3- + △G (- 18.2 Kcal)  (式 2-2) 
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− + 5H2 → N2





を考慮しなければならない．式 2-1 および式 2-2 によってエネルギーを得る，
細胞合成を行う．微生物の菌体は経験的に C5H7O2N と近似して表されることを
利用すると，AOB および NOB の増殖は次のように表せる． 
55NH4
＋+ 76 O2 + 109HCO3
-
→C5H7O2N＋54NO2



















 ＋ 2CH3OH → 6NO2
-
 ＋ 2CO2 ＋ 4H2O           (式 2-6) 
6NO2
-
 ＋ 3CH3OH → 3N2 ＋ 3 CO2 ＋ 6OH
-
 ＋ 3H2O    (式 2-7) 
6NO3
-
 ＋ 5 CH3OH → 3N2 ＋ 5 CO2 ＋ 6OH


























生した．SHARON とは Single reactor High activity Ammonia Removal Over Nitrite



















1990 年代に，アナッモクス細菌を用いた脱窒技術 Anammox （Anaerobic 












SHARON-Anammox などの二槽式 Anammox や，SNAP（Single stage Nitrogen 
removal using Anammox and Partial nitritation）法，DEMON 法 41,42)（aerobic/anoxic 
deammonification），CANON 法 43,44)（Completely Autotrophic Nitrogen-removal Over 
 










Saving by pathway 
without nitratation and denitratation
硝化反応 脱窒反応
100% O2 100% C源
Denitratation Denitritation
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+ + 0.86𝑂2 → 0.57𝑁𝑂2
− + 0.43𝑁𝐻4
+ + 0.58𝐻2𝑂 + 1.14𝐻





− + 0.13𝐻+ →
1.02𝑁2 + 0.26𝑁𝑂3




2.4.1 Anammox 細菌の生理特性 
ANAMMOX 反応を担う細菌は 1μm 程度の直径を持つ球菌で，Planctomycetes
に属する他の細菌と同様に発芽によって増殖する 51)．また，図 2-6 に示したよ
うに細胞内部は，細胞質膜の内側に intracytoplasmic membrane があり，それに
囲まれた領域に DNA が収納されて nucleoid となっており，リボソームを含む
riboplasm，Anammox 反応に関係する Anammoxosome がそれぞれコンパートメ
ント化されている． 
 





現在 Anammox 細菌は分離されていないが，16SrRNA 遺伝子に基づく系統解
析から，Anammox 細菌は Planctomycetes 門 Brocadiales 目に属することが明らか
となっている．さらに属の階層まで分類は(1) Candidatus Brocadia; (2) Candidatus 
Kuenenia; (3) Candidatus Jettenia; (4) Candidatus Anammoxoglobus; (5) Candidatus 





52-57)．Anammox 反応は中米コスタリカの the Gulfo Dulce 湾内の脱窒の 30~50%
を占めることが Nature 誌に報告されている 58)．安定同位体 15N を用いた活性実
験，FISH 法による Anammox 細菌の特異的検出，Anammox 細菌特徴的な
ladderane 脂質が確認されたことから，世界最大の無酸素性（酸素極小領地，
OMZs）内湾である黒海において Anammox 細菌の存在が Nature 誌に別のグルー
プに報告されている 59)．日本でも安定同位体 15N を用い，Anammox 活性実験お
よび系統解析を行い，瀬戸内海や伊勢湾の底泥から Ca. Scalindua 属を検出した
60)．熱水噴出孔などの極限環境からも検出され，環境中に広く存在しているこ

































(3) これまでの部分的亜硝酸化の研究は CSTR(Continuous Stirred-Tank Reactor)，
SBR(Sequencing Batch Reactor)，MBR(Membrane Bioreactor)が用いられてい
る．しかし生物膜システムでは汚泥滞留時間のコントロールが難しいため，
MBR を用いた場合長時間の亜硝酸化を維持できないと言われており，部分
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− + 0.13𝐻+ →
1.02𝑁2 + 0.26𝑁𝑂3
− + 0.066𝐶𝐻2𝑂5𝑁0.15 + 2.03𝐻2𝑂  (式 3-1) 
1𝑁𝐻4
+ + 0.86𝑂2 → 0.57𝑁𝑂2
− + 0.43𝑁𝐻4





酸酸化細菌(Nitrite Oxidizing Bacteria，NOB)の酸素親和性，温度や pH 条件によ
る増殖速度の違い，遊離アンモニア(Free Ammonia，FA)と遊離亜硝酸(Free 
















これまでの部分的亜硝酸化の研究は CSTR(Continuous Stirred-Tank Reactor)，




SBR 懸濁型汚泥システムが適していると言われている 15)． 













あり，CSTR 硝化槽と沈殿槽からなり，それぞれの有効容積は 8L と 2L である．
底部に設置した散気管により曝気を行いリアクターの撹拌を行った．温度はリ
アクターの中に投込み型ヒーターを投入して直接加温することで 25℃前後に
















-N の容積負荷(Nitrogen Loading Rate，NLR)を 0.5kgN/m3・d とした．















後の DO 濃度は約 0.80mg/L に制御した．各フェーズの DO 濃度および AR を表
3-2 に示す． 
 
3.2.5 測定項目と分析方法  
水質分析は基質の人工排水とリアクターの処理水について行った．測定試料
は Millipore 社製の 0.45µm のフィルターを通したものに対して，キャピラリー
電気泳動分析器(Agilent 7100)により各態窒素濃度を測定した 22) ．  
MLVSS は下水試験方法 23)に従い測定した．pH は pH メーター(笠原、KP-10Z)
を用いて測定した．DO および温度は TOA-DKK 社製のポータブル溶存酸素計




















































表 3-2 連続実験の運転条件 
フェー
ズ 
期間(d) DO(mg/L) AR(L/min) 
Ⅰ 1-34 <0.80 -- 
Ⅱ 35-86 0.08±0.05 -- 
Ⅲ 87-135 0.12±0.03 -- 
Ⅳ 136-211 0.20±0.05 -- 
Ⅴ 212-235 0.17±0.03 1.75 
Ⅵ 236-264 -- 1.5 
Ⅶ 265-280 -- 1.25 
 
表 3-1 基質組成 










































































リアクターのスタートアップ期間(1~34 日目)における DO，pH，NAR および





-N の蓄積率は 86.7%から 97.2%に上昇し，100%に近い
NAR が得られた．流出水の NAR は 50%以上になると亜硝酸化が実現されたと
判断できるため 25)，スタートアップ直後から亜硝酸化は実現したと言える．  












におけるリアクター内の DO 濃度および pH の経日変化を図 3-3 に示した．また
スタートアップ後の各フェーズにおける亜硝酸化性能の経日変化を図 3-3 に，










































































1) DO 濃度変動の影響 
フェーズⅡからフェーズⅤの各フェーズにおける DO 濃度および NRの平均
値を表 3-3 にまとめた．これらの結果より，曝気量を調整し，DO 濃度を
0.12~0.17mg/L 程度に制御することで，FA 濃度は平均 5.1mg/L~11.4mg/L，FNA






気量を制御したフェーズⅤ~Ⅶにおける AR，FA，FNA 濃度および NRを表 3-4
にまとめた．フェーズⅤ，Ⅵ，Ⅶにおいて曝気量を 1.75L/min から，1.5L/min，
1.25L/min に減少させるとともに，ARR が低下したため，NRの平均値はそれぞ
れ 1.44，1.21，0.64 となった．271 日目に曝気量を 2.0L/min に急増させた際の
表 3-4 フェーズⅡ～Ⅴにおける AR，FA，FNA 濃度および NRの平均値 
フェーズ Ⅴ Ⅵ Ⅶ 271 日目 
AR(L/min) 1.75 1.5 1.25 2.0 
FA(mg/L) 5.1±0.9 5.4±0.86 9.0±1.56 3.92 
FNA(mg/L) 0.014±0.002 0.012±0.002 0.006±0.001 0.008 
NR(-) 1.44±0.15 1.21±0.18 0.64±0.05 2.0 
 
表 3-3 フェーズⅡ～Ⅴの DO，FA，FNA 濃度 
および NRの平均値 
フェーズ Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ 
DO(mg/L) 
0.08±0.05 0.12±0.03 0.20±0.05 0.17±0.03 
FA(mg/L) 
15.6±6.0 11.4±4.8 3.8±1.7 5.1±0.9 
FNA(mg/L) 
0.005±0.002 0.009±0.003 0.021±0.006 0.014±0.002 
NR(-) 0.85±0.36 1.32±0.26 2.19±0.67 1.44±0.15 
 
32 
NRは 2.0 であった．フェーズⅤおよびフェーズⅥではそれぞれ 25 日間と 19 日
間理想的な部分的亜硝酸化を維持することができた．以上のことから曝気量を
1.5~1.75L/min に制御することで、FA 濃度は平均 5.1mg/L~5.4mg/L，FNA 濃度






SBR や SHARON プロセスに比べて本研究では低い DO 濃度によって理想的な
部分的亜硝酸化を実現することができた．Yang ら 27)は CSTR を用いて消化液を
対象に亜硝酸化率に及ぼす NLR の影響を検討した結果，DO 濃度を 0 付近に維
持することで約 50%の亜硝酸化が可能であることを示しており，本研究結果と


















0.5 ＞98 57 0.12 8.08 
揺動床 14) 1.9 ＞95 47.4 2.2~10.2 7.6 
SBR28) 2.4  45.8 3 6.5~8 
SHARON11) 0.8 -- 43.8 3 6.5~7.5 






-N 濃度を 250mg/L，リアクターの温度を 25℃前後に制御して
部分的亜硝酸化反応の連続実験を行った結果，以下の結論が得られた． 
(1) DO 濃度を 0.80mg/L 以下に制御し，FA 濃度を 0.10mg/L 以上にすること
で，NOB の活性が阻害され，280 日間の亜硝酸化の実現および維持が可
能であった． 
(2) DO 濃度を 0.12mg/L に制御することで理想的な部分的亜硝酸化が実現さ
れ，約 50日間維持することができた．この時のリアクター内の FAと FNA
濃度はそれぞれ 11.4mg/L と 0.009mg/L であった． 
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Anammox に関する Dongen ら 4)は SHARON-Anammox プロセス，古川ら 5)ある





-N が 1:1.32 のモ
ル比で反応されるので，二槽式プロセスにおいては Anammox 反応の前処理と
して部分的亜硝酸化の実現と運転制御が重要な研究テーマである． 




→ 1.02𝑁2 + 0.26𝑁𝑂3
− + 0.066𝐶𝐻2𝑂5𝑁0.15 + 2.03𝐻2𝑂   
（式 4‐1） 
1𝑁𝐻4
+ + 0.86𝑂2 → 0.57𝑁𝑂2
− + 0.43𝑁𝐻4
+ + 1.14𝐻+ + 0.58𝐻2𝑂     （式 4‐2） 
一方で最近の報告 8)によれば Anammox の実用化プロセス全体の 88%が一槽
式を採用しており、一槽式 Anammox が主流となっている．日本国内において
古川ら 9)は網目状のアクリル繊維担体に付着固定化した硝化活性汚泥の内部に
Anammox 細菌を増殖させ，一槽式 Anammox により窒素の除去可能であること
が報告し，Single stage Nitrogen removal using Anammox and Partial nitritation
（SNAP）と命名した．海外においては，DEMON 法 10,11)（aerobic/anoxic 
deammonification），CANON 法 12,13)（Completely Autotrophic Nitrogen-removal Over 




DEMON 法および OLAND 法において窒素の除去は硝化細菌により行われると
いう仮説があったが，近年諸多研究者 15,16)は FISH 分析法を用いて菌叢解析し
た結果，各異なる名前の一槽式 Anammox プロセスにおける窒素除去が
Anammox 細菌による行われたことが確認された．Lieu ら 17)は部分的亜硝酸化
工程で Anammox 反応が自然に発生すると報告している．我々は，CSTR を用い
て Anammox 処理の前処理である部分的亜硝酸化について研究を行ったが，長
期間の部分的亜硝酸化の維持ができた上で，窒素消失が発見された． 







積が 5L であり，反応槽温度は 25℃前後に制御した。水理学的滞留時間は 12 時








図 4-1 実験装置の概略図 
39 
積負荷（NLR）を 0.5kgN/m3・d とした．NaHCO3を 1500mg/L，KH2PO4を 81mg/L、
Na2HPO4・2H2O を 214mg/L，CaCl2・2H2O を 36mg/L，MgCl2・6H2O を 51mg/L




は Millipore 社製の 0.45µm のフィルターを通したものに対して，キャピラリー
電気泳動分析器(Agilent 7100)により各態窒素濃度を測定した 22) ．MLVSS は下
水試験方法 18)に従い測定した。pH は pH メーター(笠原、KP-10Z)を用いて測定
した．DO および温度は TOA-DKK 社製のポータブル溶存酸素計(DO-31P) によ
り測定した．遊離アンモニア（FA）濃度，遊離亜硝酸（FNA）濃度 19)および窒
素除去率（NRE）は(式 4-3)~(式 4-5)に従って計算した． 
 
4.3 実験結果および考察 








去率の経日変化に示したように，242 日~264 日の Anammox 反応に適した部分
的亜硝酸化状態における，NRE は 1.5%から 18.3%に顕著的に上昇して推移し，






























       (式 4-5) 
 
40 
式 4‐6 からの推定値として 0.13 より低いレベルであった．  
1𝑁𝐻4
+ + 0.85𝑂2 → 0.435𝑂2 + 0.13𝑁𝑂3
− + 1.3𝐻2𝑂 + 1.4𝐻
+     （式 4‐6） 
 




な一槽式 Anammox プロセスとして機能することになった．  
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-N）は 0.03 から 0.05 に上昇し
たが，まだ推定値として 0.13 より低いレベルであり，リアクター内の Anammox
細菌の総量は徐々に増加したと推察している．Stage2（281 日‐310 日）におい













Anammox 反応が制限され，NRE は 38.1%に低下した．  










-N が平均的に 0.14 であり，式 4‐6 の NO3
-
-N の生成量に関する


































Sliekers ら 13)は gas-lift リアクターを用いて Anammox 汚泥を種汚泥として投入
し，マイクロ曝気によってCANON反応を利用した窒素除去速度は 1.5kg-N/m3/d
を実現した．Kuai ら 14)は高濃度の NH4
+
-N 排水（1000mg/L）の窒素負荷を 0.13 
kg-N/m
3
/d とし OLAND 法による 40%の窒素除去しか得られなかった． 
 
  












人工排水 0.5 73.1 25 
SNAP（揺動床）22) 汚泥脱水液 1.6-4.1 77.0 21-34 
SNAP（固定床）17) 人工排水 0.58 78.5 35 
CANON（Gas-lift）13) 人工排水 3.70 39.0 7.6 






-N 濃度を 250mg/L，窒素負荷を 0.5kg-N/m3/d，リアクターの温
度を 25℃前後に制御して部分的亜硝酸化反応の連続実験を行った結果，以下の
結論が得られた． 
(1) 約 200 日間の安定した部分的亜硝酸化を維持できた．その後約 13%の窒素
消失が発見された． 
(2) 曝気量を調整することで，Anammox 細菌が部分的亜硝酸化リアクターにお
けるフロックの内部で増殖した結果，1 つの槽で，亜硝酸化と Anammox の
共生反応系を構築するっことができた． 
(3) 曝気量 1.50 L/min に制御した結果，88.8%の高い窒素除去率が得られ，平均
73.1%の窒素除去率が維持することができた．すなわち，1 つの反応槽で一
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さらに，アナモックス細菌の属によって 0.004~0.06mg/L のレベルの FNA 濃



















-N 濃度を 250mgN/L とし，NaHCO3を 1500mg/L，KH2PO4を 81mg/L、
Na2HPO4・2H2O を 214mg/L，CaCl2・2H2O を 36mg/L，MgCl2・6H2O を 51mg/L
とした．人工排水の pH は 8.0~8.5 である．水理学的滞留時間(HRT)は 12 時間と
し， NH4
+
-N の容積負荷を 0.5kg-N/m3・d とした．種汚泥は S 浄化センターの
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汚泥の化学組成としては，タンパク質，の含有率は 40~63%（対 VSS の値）で
あることが報告したため 10-12)，本研究ではこのようなことを参考にし，タンパ
ク質と VSS の比を 0.5 として VSS の濃度を推察した．SV30 および SVI は下水
試験方法に従い測定した 13)．pH は pH メーター(笠原、KP-10Z)を用いて測定し
た．DO および温度は TOA-DKK 社製のポータブル溶存酸素計(DO-31P) により
測定した．AOB，NOB，Anammox 細菌それぞれの反応速度アンモニア酸化速
度 AOR (ammonia oxidation rate)，亜硝酸酸化速度 NOR (nitrite oxidation rate)，ア





△ N(mg/L) = 流入[𝑁𝐻4
+ − 𝑁] −流出([𝑁𝐻4
+ − 𝑁] + [𝑁𝑂2
− − 𝑁] + [𝑁𝑂3
− − 𝑁])  (式 5-1) 







  (式 5-2) 






          (式 5-3) 
ANR(kg − N/m3/d) =
△𝑁
𝐻𝑅𝑇
                    (式 5-4) 
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5.2.3 走査型電子顕微鏡(SEM)の観察 14) 
洗浄した担体を取り出し，2.5%グルタールアルデヒドを加え，常温で 2~4 時
間放置，固定を行った。その後，固定液を捨て，緩働液を入れ優しく振り，洗
浄した．これから，脱水のため，固定した担体を 50%のエタノールに 5~10 分
浸けた．エタノールを捨て，60%，70%，80%，90%，95%，100%のエタノール
により同様な操作を行った．脱水後試験管に t-ブチルアルコールを加え，エタ
ノールを置換する．乾燥した固定後の担体を SEM（JSM-6500F，Japan Electron 

















































































低下した．実験の進行に伴い，40 日目から Anammox 反応が促進され，窒素の
除去率は徐々に上昇し，76 日目に 78.2%となった．しかしその後窒素除去率は
100日目に 49%に低下した．そのため 101日目から意図的に曝気量を低下させ，




-N/△N の値は平均 0.17 となった．この値は Sliekers
ら 18)により報告された CANON プロセスにおける理論的な値(0.13)に近いこと










































































































































































(1) 担体の添加により完全混合反応槽を用いた一槽式 Anammox プロセスを約
80 日でスタートアップできた．25℃，容積負荷 0.5kg-N/m3・d の条件下に
おいて平均 70.0%，最大 81.1%の窒素除去率を確認できた． 






図 5-4 担体表面（a-c）および裏面（d-f）の菌体付着前後の様子 
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第 3 章「酸素制御による部分的亜硝酸化の実現と維持」では，Anammox の前
処理として部分的亜硝酸化の制御のために，運転パラメータである DO 濃度と








第 4 章「部分的亜硝酸化リアクターにおける Anammox 反応への転換」では，
部分的亜硝酸化反応の連続実験を行った結果，約 200 日間の安定した部分的
亜硝酸化を維持することができたが，その後約 13%の窒素除去が見られ，
Anammox 反応の進行が示唆された。そこで，曝気量を調整して 1 つの反応槽
における亜硝酸化と Anammox の共生反応系の実現を試みた結果，曝気量を適
切に制御した結果，平均 73.1%の窒素除去率を長期間に維持することができた。
本章より一槽式 Anammox 反応の実現可能性とその処理性能が示された。 
第 5 章「担体添加型一槽式 Anammox を用いた窒素除去の研究」では，一槽
式 Anammox 反応槽の効率化を目指して，担体を添加して担体添加型一槽式
Anammox プロセスについて連続実験を行った。窒素容積負荷 1.0 kg-N/m3/d の



















Anammox ： アナモックス（Anaerobic ammonium oixdiation） 
ANR ： アナモックスによる窒素除去速度（Nitrogen remocal Rate by 
  Anammox） 
AOB ： アンモニア酸化細菌（Ammonium Oxidizing Bacteria） 
AOR ： アンモニア酸化速度（Ammonium Oxidizing Rate） 
AR ： 曝気量（Aeration Rate），L/min 
BOD ： 生物化学的酸素要求量（Biochemical Oxygen Demand）， 
  mg/L 
CANON ： Completely Autotrophic Nitrogen-removal Over Nitrite 
COD ： 化学的酸素要求量（Chemical Oxygen Demand），mg/L 
CSTR ： Continuous Strred-Tank Reactor 
DEMON ： aerobic/anoxic deammonification 
DO ： 溶存酸素（Dissloved Oxygen），mg/L 
EPS ： 菌体外高分子物質（Extracellular Polymeric Substanges） 
FA ： Free ammonia 
FNA ： Free nitrous acid 
⊿G○ ： 標準自由エネルギー変化 
HRT ： 水理学的滞留時間（Hydraulic Retention Time），day 
MBR ： Membrane Bioreactor 
MLSS ： 活性汚泥浮遊物質（Mixed Liquor Suspended Solods），mg/L 
MLVSS ： 活性汚泥の強熱減量（Mixed Liquor Volatile Suspended  
  Solods），mg/L 
NOB ： 亜硝酸酸化細菌（Nitrite Oxidizing Bacteria） 
NOR ： 亜硝酸酸化速度（Nitrite Oxidizing Rate） 
NR ： 亜硝酸性窒素とアンモニア性窒素の比 
NRE ： 窒素除去率（Nitrogen Removal Efficiency） 
NRR ： 窒素除去速度（Nitrogen Removal Rate） 
OLAND ： Oxygen Limited autotrophic Nitrification-Denitrification 
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SBR ： Sequencing Batch Reactor 
SEM ： 走査型電子顕微鏡（Scanning Electron Microscope） 
SHARON ： Singel rector High activity Ammonia Removal Over Nitrite 
SNAP ： Singel-stage Nitrogen removal using Anammox and Partial 
   nitritation 
SRT ： 汚泥滞留時間（Sludge Retention Time），day 
SV30 ： 汚泥沈降率（Sludge Volume），% 
SVI ： 汚泥容量指標（Sludge Volume Index），g/mL 
TN ： Total Nitrogen 
TP ： Total Phosphorus 
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